






























1975年にBackmanら1)は黒色糖蜜 と珪藻土を供試 して粒子状 の生物防除剤 を作 成 した。 以
後,拮 抗菌の製剤化への試み2)5)8)9)は1970年代後期 より盛んにな り,特 に大量生産に必要な培養
基20)及び導 入媒体11)12)13)の適正素材tこついての研究が行われ.製 剤化 され た生物防除剤 の土壌
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へ施用後の追跡調査10;15)19)も行われた。 また拮抗菌を直接種 子処理7}14)する方法 も考案 され てい
る。
国内では大島15)はT.lignorumを用い,雪 花菜(お から)状 の製剤を作成 して,こ れを ピンホ
ールを設けたポ リエチ レン袋に保存 した結果,30℃で7ヶ 月間,室 温で2年8ヶ 月間生存 した。
また中沢 ら17)はTricleoderma菌をバ ー ミキ ュライ トで製剤化 して リソゴ白紋羽病の生物防除試
験 を行 った。現在市販 されている製剤は大島が考案 し,山 陽薬品株式会社が製造 した ものである
が,効 力の面を見て も充分ではないので,こ の製品は未完成であ り,従 って今後,研 究を進め る
必要がある と考えている。拮抗菌を製剤化す ることは嵩を少な くし取扱 いを容易にす るために重
要なことである。生物防除剤を手軽に使用す るためには粒剤,粉 剤,錠 剤 などに製剤化す ること
が必要であ る。生物 防除剤を実用化す るには,防 除効果があ り低廉な価格 で,そ して簡便に使用
で き,貯 蔵,保 存,運 送が容易でなければならない。 これ らの問題を解決 しなけれぽ生物防除剤
は実用化で きない。
本 研 究 で供 試 したGtiocladiumとTrichodennaは分 類 上,Deuteromycotina綱,Hyphomy-
cetesll,Moniliaceae科まで同 じで,属 の異 な った 糸状菌性拮抗菌 で培 養的性質お よび拮抗作
用の機作 が非常に似てお り,製 剤化 のための培養基や導 入媒体の素材を検討す るとき,い ずれ の
菌を使用 しても,そ の結果は他方に応用で きる と考えている。 この研究の 目的は拮抗菌の培養基
に最適な炭素源 および窒素源の探索,ま た導 入媒体の適正素材の探索,そ して製剤化 と拮抗菌 の
生残率について調査を行 うこ とである。
材 料 と 方 法
1.拮 抗菌の培養基
培 養基 の窒 素 源 と して の ア ミノ酸 は ア ラニ ン,イ ソ ロイ シ ン,グ リシ ソ,ト レオ ニ ン,セ リ
ン,ト リプ トフ ァ ン,バ リン,ヒ ス チ ジ ン,ヒ ドロキ シ プ ロ リン,フ ェニ ル ア ラニ ン,プ ロ リ
ン,メ チ ォ ニ ン,ロ イ シ ン,ア ス パ ラ ギ ン酸,グ ル タ ミン酸 の15種類 を 用 いCzapeck--Dox培
地2)のNaNO3(29〃)の 窒 素 量(329.6mg)に 等 し くな る よ うに 各 ア ミノ酸 を 培 地 に添 加 して
平 板 培地 を作 製 した。 あ らか じめ 培 養 してお い たGliocladiumcatenulatum(IFO31225),G.rese・
um(IFO7063),G.virens(IFO9169),G.virens(IAM5061)の菌叢 を 直径5mmの コル クボ ー
ラーで 切 り抜 き,こ の菌 叢 デ ス クを 平板 培 地 の 中 心 に植 菌 し,生 育 した コ ロニーの 直 径 を 測定 し
て評 価 した。 また炭 素 源 と して の糖 類 は デ キ ス トロー ス,ガ ラ ク トー ス,イ ヌ リ ン,ラ ク トー
ス,マ ル トー ス,マ ソニ トー ル,マ ソ ノー ス,ス クロ ー ス,キ シ ロー スの9種 類 を 用 い,Cza-
peck-Dox培地 の糖 成 分 の と ころ に 前述 の各 種糖 類 を入 れ 換 え,平 板 培 地 を作 成 した。 生 育 率 は
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ア ミノ酸 の検定 と同様に,Gliocladittm菌の菌叢デス クを平板培地の中心に植菌 して生 育 した コ
ロニーの直径を測定 して評価 した。 また他の実験では馬鈴薯煎汁液に各種糖類 を添加 して,こ れ
にTrichodema菌の 叢 デス クを植菌 し,一 週 間培養 して分生胞 子数 と分生胞 子の大 きさを測
定す ることに よって評価 した。
2.拮 抗菌の導入媒体
植物病 原菌 に対 して拮抗作用のあ るTrichoderma菌の導入媒体 と しては容易に多量入手で き
る有機質 である腐葉土,稲 藁(い なわ ら),大鋸屑(お が くず),ピ ー トモス,麩(ふ す ま),米
糠(こ めぬか)な どについて適性 を調査 した。腐葉土 と大鋸屑は網 目15mmのふ るいにかけ,
稲藁 と ピー トモスは5～10mmの 長 さに切断 した ものを使用 し,ま た鉱物質である粘土,鹿 沼
土 などについて も導 入媒体 と しての適性 を調査 した。 これ らの素材は単独 または組 み合わせ媒体
として直径12cmのペ トリ皿に80%を充填 し,121℃で30分間オ ー トクレイブで滅菌後実験 に用




リスマソで掻 き取 り,菌 浮遊液 と して調製 した。 この浮遊液をペ トリー皿一個あた り10mlを接
種 して24～25℃の照 明下 で2週 間培 養 し,菌 叢の生育状態を視覚的に測定 して各素材の導 入媒
体 としての適性を評価 した。上記の実験 は全て3連 制で行 った。
3.拮 抗菌の製剤化 と生残率
1)ペ レ ッ ト状粘土製 剤:本 学生 田圃場 の黒 ボ ク心土層(立 川P-一ム層)よ り採集 した黒ボ ク
心 土(以 下 これを粘土 と記す)を 蒸気滅菌 し,これに溶解 した寒天を0.5%混合撹拝 した ものに,
あ らか じめ液体培地 に培養 しておいだTrichodema菌の菌 マ ッ トを ホモジナイザ ーで粉状 に して
添加 した後,充 分 に練 り,直 径4～5mmの 棒状 に して,こ れを約1cmの 長 さに 切断 してペ レ
ッ ト状 の製剤を作成 した。 また溶解 した寒天 と共に蒸気滅菌 した麩 または米糠を混合撹拝 した も
のに,さ らに菌 マ ッ トの粉状試料 を加えて撹絆 してペ レッ ト状 の製剤を作成 した。 これ らの製剤.
化 した生物防除 剤は3週 間室温に保ち,調 査 日に これ を水に懸濁 して,希 釈平板法 で生残率を
調査 した。 また,こ れ らのペ レッ ト状粘 士製剤を9週 間 土壌中に保 ち生残率試験 を行 った。生
残率が保存温度 に よって如 何に変化す るかを調査す るために4℃ と24℃について製剤後1週 間 目
と25週間 目に希釈平板 法に よって調査 した。
2)凍 結 乾燥剤:真 空凍結乾燥法は細胞 内水分の大部分 を蒸発 させ,細 胞を休止状態に置いて
長期生存 を図 る方法であ る。 供試拮抗菌 はTn'choderma,viride(TS-1-R3),T.lignθram(TO一
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MOEco.),G.virens(IFO9169)であ り,製 剤化の方法は各種拮抗菌を照明下のPSA平 板培地
上で7日 間以上培養 して充 分に分生胞 子を作 らせた後,こ れに滅菌水を加 えて ラバ ーポ リスマ
ンで胞子 を掻 き取 りガーゼで濾過 した後,3000gで20分間遠 心分離 器にかけて分生胞子を沈澱
させ,上 澄み を捨て,こ れ に滅菌水 を少 し加え,胞 子濃 度を4.2×10i4CFU/mJに調製 した。製
剤化には分散媒(保 護剤)と して糖類 とスキム ミル クとグル タ ミン酸ナ トリウムを組み合わせ,
これを高圧蒸気滅菌後,各 菌浮遊液 と混合 した。 この混合剤の生 菌数を希釈平板法で調査 した後
5mlガラスア ンプルに入れ,予 備凍結 した後,真 空凍結乾燥を行い製剤化 した。 これ を5℃の低
温庫 に5週 間保存 した後,生 残率を希釈平板法 で調査 した。 また スキム ミル クは滅菌水90m1に
粉末 スキム ミル ク10gを溶解 した ものを原液 とし,組 み合わせ割合は重量比に した。
3)試 験結果 の統計 処理:全 ての試験 区は3連 制以上 の処理 で実施 し,そ して全ての結果 の平
均値 は ダンカン4)6)16)の多重範 囲検定 に よって分析 し,評 価 した。
結 果
1.拮抗菌の菌糸生育及び胞子形成におよぼす培養基の影響
培 養 基 の窒 素 源 と した15種 類 の ア ミ ノ酸 に つ い ての 生 育 調 査 の 結 果 は第1表 の 通 りで あ る。
表 中 の数 字 は コ ロ ニ ーの 直 径(mm)を 示 して お り,90mmは ペ ト リ皿 の端 に菌 糸が 到 達 した
状 態 で あ る。G.catenulat"〃2につ いて は イ ソロイ シ ソ,セ リソな どで生 育 が 良 く,G.roseumに
つ いて は ロイ シ ン,イ ソ ロイ シ ン,グ リシ ン,ヒ ドロキ シ プ ロ リン,ア ス パ ラギ ン酸,グ ル タ ミ
ン酸 な どが 良 く,Gvirens(IFO9169)につ い ては ロイ シ ンが 最 良で あ り,次 いで ヒ ドロキ シ プ
ロ リン,メ チ オ ニ ンな どが 生 育 が 良か った。G.virens(IAM5061)につ いて は イ ソ ロイ シ ン,
ス レオ ニ ン,ヒ スチ ジ ソ,ヒ ドロキ シプ ロ リン,プ ロ リン,メ チ オ ニ ンな どが 生育 が 良か った。
これ らの 結果 か ら,全 ての 菌株 に 対 して 良好 な 生育 を もた ら した窒 素 化合 物 は イ ソ ロイ シ ンで あ
った。
次 に培 養基 の炭 素 源 につ いて 調 査 した結 果 は 第2表 の通 りで あ る。G.cateneclatumはガラ ク ト
ー スを 資 化 で きず ,他 の糖 類 に 対 して は 同程 度 の利 用 が認 め られ た。G.reseecmもガ ラ ク トー ス
の 利用 は 弱 く,他 の糖類 に対 して は中 程 度 の利 用 が認 め られ,Gvirens2pt類は マル トース以 外
で はか な り強 い利 用 が 認 め られ た。 またT.harzianumとT.virideを用 い て,糖 の種 類 に よ って
分 生 胞 子 形 成 数 と分 生 胞 子 の 大 き さに 相違 が あ るか ど うか を 調 査 した 結 果 が 第3表 で あ る。T.
加 π飽鰯 幼 に つ いて は 分生 胞 子 形 成数 は ス クロー スが 最 も多 く,つ いで ラ ク トース,マ ンニ トー
ル,ガ ラ ク トー スの順 であ った 。 また イ ヌ リン,マ ル ト スな どで は分生 胞 子 形成 数 は 少 なか っ













































































































































































一ル な どは 小 さか った。T.vin"deで分生 胞 子 形成 数 は ス クP一 スが 最 も多 く,つ い で ガ ラ ク ト
ース,マ ンニ トー ル,マ ンノー スの順 であ り,イ ヌ リン,マ ル トー スな どが 少 な か った 。 分生 胞

























































では小 さ くなった。分生胞 子形成数の多い糖では胞子が大 き くなる傾向が認め られた。
2.拮抗菌の生育に及ぼす導入媒体の影響
導 入媒体 として安価 に入手 で きる ものを用い て供試 した試験結果は第4表 の通 りであ った。
ピー トモス,大 鋸屑,稲 藁,腐 葉 士な どの単独お よび これ らの素材を組み合わせた素材のいずれ
で もTrichodemaaegは全 く生育 しなか った。 しか し第4表 に示す とお り,麩 と米糠を単独 で加
えた場合にはTrichoderma菌の生 育が良か った。 これ らの素材は培養基 とじて使用で きるもの
と考えられた。そ こで,麩 または米糠 と他の素材 を組 み合わせて拮抗菌 の生育状態 を調査 した。
その結果を第5表 お よび第6表 に示す。 米糠 と各種 の素材 を組み合わせた試験 の結果が 第5表
で,米 糠 と ピー トモスとの組み合わせが他 の組み合わせに比較 して生育がやや劣 っている状態が
認め られ,米 糠 と腐葉土,米 糠 と大鋸屑,米 糠 と稲藁 な どの組み合 わせについては同程度な生育
が認め られた。 また13種類のTrichodenna菌間につ いて 見るとT.albam(AHU9459),T.haina-
tum(IFO31291),T.hamatum(TRI-4),T.harzianam(Th-58),Tviride(IAM5141),同
(TS-1-R3),T.lignorumなどは各組合わせにおいて生育が 良 く,T.Polysporam,TPseudokonin-
gii,T.album(AHU9465)などは生育が劣 っていた。麩 と各種 の媒体 とを組み合わせた生育試
験 の結果 は第6表 で,Trichoderma菌13種類全般 についてみ ると,麩 とピー トモ スを組 み合わ
せた場 合,生 育が劣 っている傾向があ り,麩 と腐葉土,麩 と大鋸屑,麩 と稲藁な どは同程度の生
育であ った。 またTrichoderma菌間につ いて見るとT.hamatum,同(TRI-4),T.hareinnum
(Th-58),T.ρ仇庇(IAM5141),同(TS-1-R3),T.tignoramtsどはいずれの組み合わせの素材
一6
拮抗菌 の製剤化に向けての培養基,導 入媒体,お よび分散媒の検討
Table4GrowthdegreeofTrichodermaspp.onvariouscarriermedia.
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1)ペ レッ ト状粘土製剤 と生残率:滅 菌粘⊥に拮抗菌を閉 じ込めペ レッ ト状に製剤化 し3週 間
室温 で放置 した後の生残率を調査 した結 果は第1図 であ る。本試験 は粘 十単独 での製剤化 と粘
上に有機質であ る麩 や米糠を加 えた製剤化に よる生残率 の相違 を調査す ることを月的 と した。供
試 した τγ励o庇耽 α菌5種 類は,い ずれ も粘士 単独 よ りも有機質 を添加 した ものが生残 率が高
く,T.harzianum(IFO30543)を除 いて粘1:に麩を添加 した ものが最 も生残率が高か った。 ま
た麩 を添加 した粘土 のべ レ・。ト状製剤 を土壌に混合 して9週 間後 の生残率 を調査 した結 果は第
2図 である。T.harzianum(IFO30543)を除いて,他 の拮抗 菌は」壌lg当 た り106個以 上に生
残数が推 移 した。 この べ レッ ト状製剤の保存温度に よる生残率の相違を調査 した結果 は第7表
の通 りであ る。製剤化後'週 間 の貯蔵において,4℃ と24℃の大 きな差 は認め られなか ったが,
25週問 目では温度に よる差は大 きく,ま た菌株に よる人きな差があることが認められた。
2)凍 結乾燥製剤 と生残率:こ こでは安価な分散媒 を使用 して,こ2/に高密度の拮抗菌浮遊液
を混入 して凍結乾燥製剤化を試みた。供試拮抗菌 の種類,各 種糖類 とスキム ミル クとグルタ ミン
酸 ナ トリウムの組み 合わせ割 合,お よび生 残率調査の結果は第8表 の通 りであ る。試験 した3
種 類の拮抗菌に共通 してDソ ル ビ トールとスキム ミルクとグル タ ミン酸ナ トリウムを含む混合
製剤が最 も生残率が高 く,つ いで フル ク トースとスキム ミル クとグルタ ミン酸 ナ トリウムの混合
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の大量生産を可能 に しなければ な らない。 このた め最適培養 基を探索 しなけれぽ ならない。
7'ricltodermaMJとGliocladi"m菌の最適培養基探索 の基礎的調査 として窒素源についてア ミノ酸
を供試 したが,こ れはCzapeck-Dox培地のNaNO3の窒素量に等 しくな るように添加 した。 今
後これを2倍 量 または3倍 量に した らGliocladium菌の生育が どのよ うに変化するかを調査す る
必要があるとともに,他 の合成培地 を適用 して窒素成分の要求量を調査す る必要がある。本研究
の結果は供試 した4菌 が全て イ ソロイシ ンで生育が良好であ った。 しか し飛 び抜けて良い窒素
源 とは云 えなか った。生育は総合的な結果であるか らビタ ミン,ホ ルモ ソな どの効果を今後調査
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す る必要がある。次に炭素 源につ いて,こ れ もCzapeck-Dox培地 の糖成分の ところを各糖に入
れ替えて平板培地に した もの で,供 試 したGliocladium4菌に共通 して生 育が良か った糖は イヌ
リンであ ったが,菌 種に よって糖資化性に差があ った。T.harzianumとT.virideについて分牛
胞f形 成数 と分生胞子の大 き さに対す る糖の種 類に よる効 果を調べた結果(第3表)は 分生胞
子形成数は ス クロー スが大変多 く,サ イズも大 きくなる傾向が認め られた。 この ように形成数 と
大 きさが正比例 しているのは興味深い。Trichoderma菌に分生胞fを 多量に形成 させ る必要があ
る ときは炭素源 として スクロースを添加す れば良い。
導入媒体の適性素材を探索す るために有機質 として ピー トモス,腐 葉⊥,大 鋸屑,稲 藁,麩,
米糠を,鉱 物質 として粘⊥,鹿 沼⊥な どを供試 した。Trichodemaaca`を接種 して培養 した際 には
ピー トモス,腐 葉十,大 鋸屑,稲 藁,粘 土,鹿 沼⊥については単独で も,こ れ らを組み合わせ た
場 合のいずれで も生育は認め られなか った。 しか し,麩 お よび米糠 では単独で旺盛な生育が認め
られたので,こ れ らは培養基 と して適用できると考え られ る。Tん 加∂εγ〃ω 菌はY:寄生菌である
が,有 機質に対 しては選択性があ ると考えられる。単独で生 育できる素材 と単独 で生育できない
素材を組 み合おせて培養試験 を行 った結 果(第5表,第6表),ピ 一ートモスを除 いた他の素材に
ついては良い生 育が認め られ た。以 上の結 果か ら導入媒体 としては単独で生育できる素材 と腐葉
土,大 鋸屑,稲 藁な どの有機質を組み合わせた もので充分であ り,糖 やア ミノ酸の添加は必要な
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製剤化 と生残率について粘土 と寒天を導 入媒体 としてペ レッ ト状製剤を作成 して室温 で3週
間放 置 した結 果(第1図),こ れ に有機質 の麩や米糠 を添加 した ものは生残率が高か った。 今
後,鉱 物質や寒天を導入媒体にす るときは単独で生育で きる有機質の添加が必須要件 である。 ま
た ヒ壌中 に混 入 した とき(第2図)も 長期に拮抗菌 を高密度に維持 して行 くためにはこの要件
が重要 であ ると考え られ る。 ペ レット状粘⊥製剤の貯蔵温度差による生残率について調査 した結
果(第7表)は 予想通 り低温で高か ったので,生 物防除剤は生残率を落 とさな いためには低温
貯蔵が必要である。
凍結乾燥製剤に適用す る分散媒は通常高分子物質 と低分子物質の組み合わせで作成する。本研
究では高分子物 質 としてスキム ミルクを,低 分子物質 として各種糖類 とグルタ ミン酸 ナ トリウム
を用いた。 この低分 了物質は乾燥試料の最終水分量が過度に低 くならないように水 分緩衝剤と し
て働いている。 糸状菌の菌糸は凍結に よる損傷を受け易いので胞子形成菌株が適 している。 また
胞子が充分に成熟 しているこ とが必要である。本研究における分散媒の組み合わせ と生残率の試
験結果(第8表)は 高分子物 質 と低分子物 質を・ミランス良 く組み合わせた分散媒 の方が優れ て
いることを示 している。参考 のために試験 した蜂蜜は多糖類 の他に タンパ ク質 など糖以外の様 々
な物質が含まれてお り,生 残率に与える影響が注 目され たが結果はあ ま り高い生残率 を示 さず,






開発 しなけれぽならず,貯 蔵,保 存,運 搬,そ して取扱い易さのためには製剤化 しなけれぽな ら
ない。 そこで,拮 抗菌Gliocladium4種類について15種類のア ミノ酸を調査 した結 果,窒 素源 と
してイ ソロイ シンが最 も適 してい た。培地基質の炭素源 につい て上記4種 類の菌 と6種 類の糖
を調 査 した結果,イ ヌ リソが適 していた。Trichoderma菌2種類に対 す る8種 類 の糖 の調査で
は ス クロースが最適 であ った。 また導 入媒体 として各種 の素材 について13種類のTrichoderma
菌で調査 した結果,米 糠お よび麩 と腐葉土,大 鋸屑,稲 藁な ど,そ れ ぞれの組み 合わせが適 して
いた。拮抗菌の製剤化 と生残率につ いて,Trichoderma菌5種類で調 査 した結果,粘 土に有機質
を添加 したペ レッ ト状製剤が高い生残率 を示 し,ま た凍結乾燥製剤について,Trichoderma2種
類 とGliocladiam1種類を調査 した結 果,分 散媒 としてD一ソル ビ トールとスキ ム ミル クとグル
タ ミン酸 ナ トリウムの組み合わせの製剤が3菌 株 に共通 して高い生残率 を示 し最適の分散媒で
あ った。
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